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Abstract
誗 AIM: To investigate the effect of specific silencing
hypoxia inducible factor - 1 alpha ( HIF - 1琢) by small
interference RNA (siRNA) on expression of vimentin in
human uveal melanoma cell lines ( OCM - 1 ) under
hypoxia, in order to discuss the role of HIF - 1琢 on
epithelial - mesenchymal transition ( EMT ) in uveal
melanoma.
誗METHODS: OCM-1 cells were cultured under normoxia
and hypoxia in vitro. We added chemical hypoxia inducer
cobalt chloride ( CoCl2 ) into nutrient medium at the
concentration of 100滋mol/ L to simulate hypoxia
microenvironment inside tumor to culture cells of hypoxic
group. And hypoxic group cells were divided into five
groups: simple hypoxic group, interference group,
positive control group, negative control group and
liposome group. SiRNA (including HIF - 1琢 - siRNA, 茁 -
actin- siRNA and negative control) were designed and
synthetized in vitro. Lipofectamine
TM 2000 was taken to
transfect siRNA into OCM-1 cells under hypoxia. RT-PCR
and Western blot were used to check the expression
status of HIF - 1琢 and vimentin on mRNA and protein
levels before and after hypoxia culture and cell
transfection.
誗RESULTS: Compared with normoxia group, there was
no obvious change on the expression level of mRNA of
HIF- 1琢 in simple hypoxia group (P > 0. 05), while the
expression level of its protein increased obviously ( P <
0郾 01); both mRNA and protein levels of vimentin were
up- regulated (P< 0. 01). Compared with other hypoxic
groups, the expression level of mRNA of 茁 - actin was
down- regulated in positive control group ( P < 0. 01),
which indicated that our operation of cell transfection was
successful. In interference group, the expression of HIF-1琢
and vimentin were down - regulated obviously both on
mRNA and protein levels (P<0.01). There was no significant
difference in the expression of HIF - 1琢 and vimentin in
negative control group and liposome group (P>0.05).
誗CONCLUSION: Hypoxia can up-regulate the expression
of HIF-1琢 on protein level in OCM-1 cells, and activate
the transcription of vimentin as the downstream gene of
HIF-1琢, up-regulate the expression of vimentin both on
mRNA and protein levels. This hints that HIF - 1琢 can
regulate the EMT in uveal melanoma and plays an
important role in the process of tumor invasion and
metastasis. We successfully down - regulate the
expression of HIF-1琢 and vimentin by transfecting OCM-1
with HIF-1琢-siRNA. This suggests that suppression the
expression of HIF- 1琢 at the molecular level maybe can
shut down the process of tumor invasion and metastasis
and offer new directions for cancer treatment.
誗KEYWORDS:uveal melanoma; hypoxia-inducible factor-1
alpha; Vimentin; epithelial - mesenchymal transition;
RNA interference
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摘要
目的:研究小干扰 RNA(siRNA)特异性沉默缺氧诱导因
子-1琢(HIF-1琢)对缺氧状态下人眼葡萄膜黑色瘤 OCM-1
细胞中波形蛋白(Vimentin)表达的影响,初步探讨 HIF-1琢
对葡萄膜黑色瘤上皮-间质转化(EMT)的调控作用。
方法:体外常氧培养及缺氧培养 OCM-1 细胞。 其中,缺
氧培养是通过在培养基中加入浓度为 100滋mol/ L 的氯化
钴(CoCl2)模拟肿瘤内部缺氧微环境,并将缺氧培养细胞
分为单纯缺氧组、HIF-1琢 干扰组、茁-actin 阳性对照组、无
义寡核苷酸阴性对照组及空载脂质体对照组。 体外设计
合成 siRNA(包括 HIF-1琢-siRNA、茁-actin-siRNA 及阴性
对照),以 Lipofectamine
TM 2000 为载体介导 siRNA 转染缺
氧培养的 OCM-1 细胞,以 RT-PCR 和 Western blot 检测缺
氧培养前后及转染前后 HIF-1琢、Vimentin 基因和蛋白的
表达。
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显差异(P >0. 05),蛋白表达显著升高(P <0. 01),而
Vimentin mRNA 和蛋白的表达均显著升高(P<0. 01)。 缺
氧培养的各组之间相比,阳性对照组 茁-actin mRNA 表达
下降(P<0.01),证实转染成功;干扰组 HIF-1琢、Vimentin
mRNA 和蛋白表达均明显下降(P<0. 01),阴性对照组、脂
质体对照组各检测因素均无明显差别(P>0. 05)。
结论:缺氧可促使 OCM-1 细胞 HIF-1琢 在蛋白水平表达
升高,并可通过转录激活下游靶基因 Vimentin,使其在
mRNA 和蛋白水平表达均升高,提示 HIF-1琢 可能参与调控
葡萄膜黑色瘤的 EMT,进而促进肿瘤侵袭、转移;HIF-1琢-
siRNA 转染 OCM-1 细胞可成功下调 HIF-1琢 及 Vimentin
的表达,说明从分子水平抑制 HIF-1琢 的表达,可能抑制
肿瘤侵袭、转移,从而为肿瘤治疗提供新方向。
关键词:葡萄膜黑色素瘤;缺氧诱导因子-1琢;波形蛋白;
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0 引言
摇 摇 葡萄膜黑色素瘤(uveal melanoma,UMM)是成人眼内
最常见的恶性肿瘤,极易发生浸润和转移,致死率极高
[1]。
目前,其侵袭性和转移性成为临床治疗的关键因素。 同其
他恶性肿瘤一样,低氧微环境作为实体肿瘤的重要特
征
[2],是其发展过程中必须经历的环境之一。 而缺氧诱导
因子-1琢(hypoxia-inducible factor-1琢,HIF-1琢)作为唯一
一个特异性低氧状态下发挥活性的转录因子,在肿瘤细胞
的侵袭、转移中发挥重要作用
[3]。 波形蛋白(Vimentin)作
为上皮间质转化(epithelial-mesenchymal transition,EMT)
的标记分子,同时也是 HIF-1琢 的下游靶基因,其表达可
受 HIF-1琢 的调控
[4]。 在本实验中,我们以小干扰 RNA
(small interference RNA,siRNA) 特异性沉默 HIF-1琢 基
因,观察其对缺氧状态下人 UMM 细胞系(OCM -1) 中
Vimentin 表达的影响,初步探讨 HIF-1琢 对葡萄膜黑色素
瘤 EMT 的调控作用及对其侵袭、转移的影响。
1 材料和方法
1.1 材料摇 OCM-1 细胞株(拜力生物公司);DMEM(Gibco
公司);胰蛋白酶、青-链霉素混合液(Solarbio 公司);胎牛
血清 ( Hyclone 公 司); CoCl2 ( 埃 彼 化 学 试 剂 公 司);
Lipofectamine
TM2000 Reagent ( Invitrogen 公 司); Trizol 总
RNA 提取试剂盒(大连宝生物公司);TaKaRa RT-PCR 两
步法试剂盒(TaKaRa 公司);兔抗人 HIF-1琢/ Vimentin 多
克隆抗体、内参 茁-actin 抗体及 HRP 标记的鼠抗兔 IgG 二
抗(中山金桥公司);BCA 蛋白浓度测定试剂盒、PMSF、
RIPA、SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒(碧云天生物公司);增
强型 HRP-DAB 底物显色试剂盒(天根生化公司);超净工
作台、 CO2 培 养 箱 ( Thermo Forma 公 司); 倒 置 显 微 镜
(Olympus 公司);紫外分光光度仪(BECK MAN 公司);凝
胶成像仪(VILBER 公司);PCR 扩增仪(PE 公司);电泳
仪、转膜仪(Bio-Rad 公司);其他实验室常备器材及试剂
均为优质品。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养及模型构建摇 常氧培养的 OCM-1 细胞采
用 DMEM 高糖完全培养基(含10%胎牛血清、1%青-链霉
素混合液)培养;在完全培养基中加入浓度为 100滋mol/ L
化学缺氧诱导剂 CoCl2来模拟肿瘤内部缺氧微环境,构建
肿瘤细胞缺氧培养模型。 将培养瓶置于 37益、5% CO2培
养箱中培养,每 2 ~ 3d 传代一次,保证细胞处于对数生
长期。
1.2.2 siRNA 序列及转染分组摇 HIF-1琢-siRNA 的正义
链:5蒺CGUUGUGAGUGGUAUUAUUdTdT3蒺,反义链:3蒺dTdT
GCAACACUCACCAUAAUAA5蒺,此序列仅与人 HIF-1琢 序
列相配,其 RNAi 的靶序列为 CGTTGTGAGTGGTATTATT;
同时设立阴性对照无义寡核苷酸 siRNA,其不与任何人基
因序列相配;阳性对照采用 茁-actin-siRNA,其可以高效沉
默 茁-actin 基因,为本实验的系统检测指标(siRNA 均由广
州锐博生物公司合成) 。 选择对数生长期细胞按照
5伊10
4 个/ mL 细胞的浓度种板,培养 24h,待细胞密度达
70% ~ 80% 时,利用阳离子脂质体 Lipofectamine
TM2000
Reagent 为载体将合成的 siRNA 转入细胞内,具体转染步
骤按说明书进行。 其中常氧组、单纯缺氧组不做转染;缺
氧培养细胞中,干扰组:转染 HIF-1琢-siRNA;阴性对照
组:转染无义 siRNA,以排除 siRNA 及转染操作对实验的
影响;阳性对照组:转染 茁-actin siRNA,以证明转染是否
成功;空载脂质体对照组:只转入脂质体 Lipo2000,以排除
siRNA 载体对实验的影响。
1. 2. 3 RT-PCR 检测 mRNA 的表达摇 转染后 24h,按
Trizol 总 RNA 提取试剂盒的要求提取各组细胞总 RNA。
采用紫外分光光度法测定 RNA 样品的浓度和纯度。 参照
TaKaRa RT-PCR 两步法试剂盒要求的条件分别对各组提
取的总 RNA 行逆转录反应合成 cDNA,每次取 1滋L 反转
录液配成 10滋L 的 PCR 反应体系,在 PCR 仪上扩增目的
基因,程序如下:预变性 94益 5min;变性 95益 45s,退火
55益 45s,延伸 72益 45s,共 30 个循环;72益 最终延伸
10min。 产物经 2% 琼脂糖凝胶电泳分离,再于凝胶成像
系统上成像、分析。 本实验所需 PCR 引物均由上海生工
生物工程公司设计合成,序列见表 1。
1.2.4 Western-blot 检测蛋白的表达摇 转染 24h 后,收集
各组细胞提取总蛋白,用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒检测
蛋白浓度,上样 50滋g 蛋白行 SDS-PAGE 凝胶电泳,转至
PVDF 膜,PBS 洗膜后用封闭液封闭 1h,然后与一抗(兔抗
人 HIF-1琢/ Vimentin 多克隆抗体或内参 茁-actin 抗体)
(1颐500)作用,室温孵育 2h,PBS 液洗脱后,与 HRP 标记的
鼠抗兔 IgG 二抗(1颐1000)结合,室温孵育 2h,洗膜后 ECL
显影、成像。
1.2.5 实验数据获取摇 应用 Quantity One 图像分析软件对
PCR 及 Western-blot 胶片的各个条带进行光密度分析。
重复实验 5 次,取均值后进行统计分析。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计学软件包对数据进
行统计分析,实验数据均采用 軃 x依s 表示,常氧组与单纯缺
氧组比较采用两独立样本 t 检验,缺氧培养的不同处理组
间比较采用单因素方差分析,组间两两比较采用 LSD-t 检
验。 P<0. 05 差异有统计学意义,P<0. 01 差异有显著统计
学意义。
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扩增产物 引物序列(5蒺-3蒺) 产物大小(bp)
HIF-1琢 上游:TGCTGATTTGTGAACCCATT 142
下游:AGGTGGACCAGCTAACCAAC
Vimentin 上游:AGCATCTCCTCCTGCAATTT 103
下游:TGCATTCACATTTGTTGTGC
茁-actin 上游:TCCATCATGAAGTGTGACGT 245
下游:TACTCCTGCTTGCTGATCCAC
图 1摇 各组 茁-actin mRNA 的表达量摇 A:常氧组;B:单纯缺氧
组;C:干扰组;D:阴性对照组;E:阳性对照组;F:脂质体对照组。
2 结果
2.1 siRNA 转染 OCM-1 细胞摇 细胞转染 24h 后,提取各
组总 RNA,RT-PCR 检测 茁-actin mRNA 的表达(图 1)。
转染后各组 茁-actin mRNA 均有表达,但阳性对照组较其
他缺氧培养组明显减少,差异有明显统计学意义(P<
0郾 01)。 单纯缺氧组、干扰组、阴性对照组、脂质体对照组
组间比较差异无统计学意义(P>0. 05,表 2)。 说明合成
的 茁-actin-siRNA 成功转入 OCM-1 细胞中,并抑制了
茁-actin 基因的转录;细胞转染及 RT-PCR 操作过程可靠。
2.2 RT-PCR 检测 HIF-1琢 和 Vimentin mRNA 的表达摇
RT-PCR 检测 HIF-1琢 和 Vimentin mRNA 的表达见图 2,3。
与常氧组相比,单纯缺氧组 HIF-1琢 mRNA 相对表达量差异
无统计学意义(P>0.05),Vimentin mRNA 表达上调,差异有
显著统计学意义(P <0. 01,表 3)。 干扰组 HIF -1琢 和
Vimentin mRNA 表达量较其他缺氧培养组明显减少,差异均
有高度统计学意义(P<0.01),单纯缺氧组、阴性对照组、脂
质体对照组组间比较差异无统计学意义(P>0.05,表4)。
2.3 Western-blot 检测 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白的表达
Western-blot 检测 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白的表达见图4。
与常氧组相比,单纯缺氧组 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白相对
表达量上调,差异有高度统计学意义(P<0. 01,表 5)。 干
扰组 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白表达量较其他缺氧培养组
明显减少,差异有显著统计学意义(P<0. 01),单纯缺氧
组、阴性对照组、脂质体对照组组间比较差异无统计学意
义(P>0. 05,表 6)。
3 讨论
摇 摇 葡萄膜黑色素瘤来源于葡萄膜黑色素细胞,是成人眼
内最常见的恶性肿瘤,其发展迅速,转移早而广泛,预后较
差
[1]。 据统计,原发肿瘤诊断后,10a 内约 40% 患者会发
表 2摇 缺氧培养的各组间 茁-actin mRNA 表达量结果比较
组别 均值差 P
B 与 C 16. 079 0. 911
B 与 D 163. 790 0. 262
B 与 E 5317. 364
* 0. 000
B 与 F 2. 860 0. 984
C 与 D 147. 711 0. 310
C 与 E 5301. 285
* 0. 000
C 与 F -13. 218 0. 927
D 与 E 5153. 574
* 0. 000
D 与 F -160. 930 0. 270
E 与 F -5314. 503
* 0. 000
注:B:单纯缺氧组;C:干扰组;D:阴性对照组;E:阳性对照组;F:
脂质体对照组。 *:表示 P<0. 05,数据差异具有统计学意义。
图 2摇 各组 HIF-1琢mRNA 的表达量摇 A:常氧组;B:单纯缺氧
组;C:干扰组;D:阴性对照组;E:阳性对照组;F:脂质体对照组。
图 3摇 各组 Vimentin mRNA 的表达量摇 A:常氧组;B:单纯缺氧
组;C:干扰组;D:阴性对照组;E:阳性对照组;F:脂质体对照组。
表3摇 常氧组与单纯缺氧组 HIF-1琢 和 Vimentin mRNA 表达量
结果比较 (n=5,軃 x依s)
因子 组别 相对光密度值 t P
HIF-1琢 A 组 0. 697依0. 0048
B 组 0. 696依0. 0045
0. 333 >0. 05
Vimentin A 组 0. 654依0. 0022
B 组 0. 676依0. 0035
11. 362 <0. 01
注:A:常氧组;B:单纯缺氧组。
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果比较
组别
HIF-1琢
均值差 P
Vimentin
均值差 P
B 与 C 0. 0655
* 0. 000 0. 0309
* 0. 000
B 与 D 0. 0008 0. 819 0. 0001 0. 941
B 与 F -0. 0035 0. 346 -0. 0025 0. 138
C 与 D -0. 0647
* 0. 000 -0. 0308
* 0. 000
C 与 F -0. 0690
* 0. 000 -0. 0334
* 0. 000
D 与 F -0. 0043 0. 245 -0. 0026 0. 121
注:B:单纯缺氧组;C:干扰组;D:阴性对照组;F:脂质体对照组。
*:表示 P<0. 05,数据差异具有统计学意义。
图 4摇 各组目的蛋白 HIF-1琢,Vimentin 和内参蛋白 茁-actin 的
成像胶片摇 A:常氧组;B:单纯缺氧组;C:干扰组;D:阴性对照
组;E:阳性对照组;F:脂质体对照组。
表 5摇 常氧组与单纯缺氧组 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白表达量
结果比较 (n=5,軃 x依s)
因子 组别 相对光密度值 t P
HIF-1琢 A 组 0. 480依0. 0044
B 组 0. 630依0. 0057
46. 696 <0. 01
Vimentin A 组 0. 407依0. 0074
B 组 0. 581依0. 0059
41. 178 <0. 01
注:A:常氧组;B:单纯缺氧组。
表 6摇 缺氧培养的各组间 HIF-1琢 和 Vimentin 蛋白表达量结果
比较
组别
HIF-1琢
均值差 P
Vimentin
均值差 P
B 与 C 0. 2914
* 0. 000 0. 2140
* 0. 000
B 与 D -0. 0012 0. 869 0. 0002 0. 968
B 与 F -0. 0060 0. 413 0. 0012 0. 809
C 与 D -0. 2926
* 0. 000 -0. 2138
* 0. 000
C 与 F 0. 2974
* 0. 000 -0. 2128
* 0. 000
D 与 F -0. 0048 0. 511 0. 0010 0. 840
注:B:单纯缺氧组;C:干扰组;D:阴性对照组;F:脂质体对照组。
*:表示 P<0. 05,数据差异具有统计学意义。
生肝脏转移,成为脉络膜黑色素瘤患者死亡的最主要
原因。
摇 摇 同其他恶性肿瘤一样,UMM 细胞生长迅速使得肿瘤
组织需氧量增加、瘤体内部血液供应相对不足形成肿瘤内
部缺氧微环境。 Mabjeesh 等
[5]研究证实,恶性肿瘤微环境
中氧分压显著低于正常组织。 本实验中,我们通过在培养
基中加入浓度为 100滋mol/ L CoCl2构建肿瘤内部缺氧微环
境模型
[6]。 以利用 CoCl2中的钴离子取代氧感受器(血红
蛋白卟啉环)中的铁离子,阻断血红蛋白与氧结合,造成
细胞用氧障碍模拟低氧。
摇 摇 缺氧作为实体肿瘤的一个重要特征,被认为是肿瘤转
移的始动因素,肿瘤细胞对缺氧的适应是肿瘤发展过程中
的关键步骤。 HIF-1琢 作为介导生理性和病理性低氧反
应的关键转录因子,在缺氧环境中可显著表达,与下游百
余种靶基因的缺氧反应元件结合,发挥系列细胞适应性调
节,促进癌细胞增殖、转移,促进血管新生,使肿瘤细胞耐
受放、化疗,抑制凋亡和分化等
[2]。 许多学者通过体内、外
实验研究证实,HIF-1琢 可在人类多种恶性肿瘤中显著表
达
[7],且在肿瘤的发生、发展过程中起到了“中心枢纽冶的
作用,故以 HIF-1琢 为靶点研究其在肿瘤细胞中的表达及
功能,可为肿瘤的早期诊断、治疗及预后提供理论依据。
缺氧是 HIF-1琢 的主要调控因素,本实验中,我们发现缺
氧培养的 OCM-1 细胞中 HIF-1琢 的蛋白表达量较常氧组
显著上调,而 mRNA 的表达无明显差异,提示缺氧诱导
OCM-1 细胞中 HIF-1琢 的表达主要发生在转录后水平。
这与李勇坚等
[8]的研究结果一致。
摇 摇 HIF-1琢 高表达于恶性肿瘤及其转移灶,与肿瘤的侵
袭、转移密切相关
[3]。 Fujiwara 等
[9]用特异性 siRNA 沉默
胶质瘤细胞中 HIF-1琢 的表达,发现恶性胶质瘤的增殖、
侵袭能力明显被抑制。 Victor 等
[10] 也报道,特异性沉默
HIF-1琢 可下调其侵袭性相关因子的表达。
摇 摇 诸多研究指出,肿瘤细胞实现其侵袭、转移首先要突
破基底膜的限制。 而对于上皮源性肿瘤,其上皮表型细胞
的刚性骨架蛋白和强大的细胞间作用可抑制肿瘤细胞的
侵袭。 肿瘤细胞实现其侵袭要求必需完成由上皮表型向
间质表型的转变,使具有极性的上皮细胞转化为具有移行
能力的间充质细胞。 这种生物现象被定义为上皮间质转
化,其以上皮标记基因 E-cadherin、keratin 等表达降低同
时间质标记基因 Vimentin 表达升高为特点。 EMT 参与肿
瘤的发展过程
[11],若阻断 Vimentin 的表达可使已产生
EMT 的细胞再次上皮化并减弱肿瘤细胞的侵袭能力。 不
仅如此,还有研究发现,EMT 能够导致肿瘤细胞凋亡能力
减弱、耐放、化疗能力增强,成为肿瘤治疗失败的重要
原因
[12]。
摇 摇 然而,Vimentin 作为最常用的间质细胞标记分子,同
时是 HIF-1琢 的下游靶基因,其表达受 HIF-1琢 的调控
[4]。
Krishnamachary 等
[13] 也 指 出, HIF - 1琢 可 通 过 调 控
Vimentin 及 keratin 的表达,促进肿瘤细胞表型转换。 在本
实验中,我们发现常氧培养的 OCM-1 细胞中 HIF-1琢、
Vimentin 的表达均处于低水平;CoCl2缺氧培养后 HIF-1琢
蛋白表达增加,而 Vimentin 在 mRNA 和蛋白表达水平均
明显上调,说明缺氧可诱导 OCM-1 细胞中 HIF-1琢 及
Vimentin 的表达,促使肿瘤细胞发生 EMT;siRNA 特异性
沉默 HIF-1琢 后,HIF-1琢 及 Vimentin 的 mRNA 和蛋白表
达水平均显著下调,说明 OCM-1 细胞中 Vimentin 的表达
及 EMT 的发生受 HIF-1琢 的调控,进一步说明 HIF-1琢 与
UMM 的侵袭、转移相关,可作为临床治疗的一个新靶点。
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素,其治疗方法主要包括眼球摘除、局部肿瘤切除、放射治
疗、经瞳孔温热疗法、光动力学疗法、激光光凝等。 但无论
是手术治疗还是非手术疗法,其疗效均无法令人满意,随
着生物技术的不断发展,越来越多的学者致力于研究高效
及特异性强的基因靶向治疗。 其中,RNAi 技术作为一种
可诱使基因零表达的技术得到了飞速发展。 我们的研究
也证实利用 RNAi 技术诱导 OCM-1 细胞中 HIF-l琢 基因
沉默可有效抑制 HIF-1琢 及下游靶基因 Vimentin 的表达,
进而可逆转肿瘤 EMT,阻断其侵袭、转移,为使用 RNAi 技
术特异性关闭 HIF-1琢 基因表达在临床治疗 UMM 提供理
论依据。 但我们的研究仅限于体外细胞实验阶段目前还
难以应用于临床,相信随着研究的不断深入,以 HIF-1琢
为靶点的基因治疗将成为临床治疗 UMM 的重要手段
之一。
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